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摘要：目的 建立细胞角蛋白 19片段抗原 21-1（cytokeratin 19 fragment 21-1，CYFRA21-1，简称 CY21-1）含量的化学
发光微粒子免疫检测方法（chemiluminescent microparticle immunoassay，CMIA）。方法 原核表达制备重组 CY21-1
（rCY21-1），用其免疫 BALB ／ c小鼠后，收集小鼠脾脏细胞，常规杂交瘤技术与 Sp2 ／ 0进行融合，制备 CY21-1单抗。
间接 ELISA 法筛选可稳定分泌 CY21-1 抗体的杂交瘤细胞，分别标记微性磁珠（magnetic beads，MB）和吖啶酯
（acridinium ester，AE），筛选可特异检测 CY21-1的单抗配对，建立 CY21-1 CMIA，同时验证方法的线性及灵敏度，并
与同类试剂盒进行比较。结果 经筛选获得了一组能特异检测 CY21-1 的单抗配对 MB＊26B5-3E4＊AE，建立的
CY21-1 CMIA对检测 CY21-1校准品的线性范围为 0． 1 ～ 1 000 ng ／ mL，R2 ＝ 0． 992 3，检测灵敏度为 0． 076 ng ／ mL。该
方法与美国雅培公司生产的 Abbott CY21-1 CMIA诊断试剂盒平行检测 250份临床血清标本的结果具有良好的相关
性（R2 ＝ 0． 961 6）。结论 成功建立了 CY21-1 CMIA，且具有良好的线性及灵敏度，为我国肺癌的临床筛查和早期诊
断奠定了基础。
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Abstract： Objective To develop a chemiluminescent microparticle immunoassay（CMIA） for cytokeratin 19 fragment
21-1（CYFRA21-1，CY21-1 for short） content． Methods Recombinant CY21-1 antigen was prepared by prokaryotic
expression and used for immunization of BALB ／ c mice． The splenocytes of mice were collected and fused with Sp2 ／ 0
cells by routine hybridoma technique． The hybridoma cells stably secreting the monoclonal antibody（mAb）against CY21-
1 were screened by indirect ELISA and labeled with magnetic beads（MB）and acridinium ester（AE） respectively． The
mAb pair for specific detection of CY21-1 were screened，based on which CY21-1 CMIA was developed，verified for
linearity and sensitivity，and compared with the kits of same kind． Results An antibody pair MB＊26B5-3E4＊AE was
obtained，with which CY21-1 CMIA was developed． The linear range of the developed method for determination of CY21-
1 calibrator was 0． 1 ～ 1 000 ng ／ mL，with a R2 value of 0． 992 3，while the sensitivity was 0． 076 ng ／ mL． The
determination results of 250 human serum samples by the developed method showed good correlation with that by
commercial Abbott CY21-1 CMIA kit （R2 ＝ 0． 961 6）． Conclusion CY21-1 CMIA was developed successfully，
which showed high linearity and sensitivity． It laid a foundation of clinical screening and early diagnosis of lung cancer
in China．
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细胞角蛋白 19 片段抗原 21-1（cytokeratin 19
fragment 21-1，CYFRA21-1）是Ⅰ型细胞角蛋白 19
（CK19）的第 239 ～ 400 aa的可溶性片段，由于该片
段可被 KS19． 1 和 BM19． 21 两株单克隆抗体特异
性结合而命名为 CY21-1［1］。恶性肿瘤细胞生长速
度较快，细胞凋亡可引起 Caspase 介导的Ⅰ型细胞
角蛋白的水解，使大量 CK19形成可溶性的 CY21-1
进入血液中，而正常人血清中 CY21-1 的含量较低
（＜ 3． 3 ng ／ mL）［2］，因此，血液 CY21-1浓度的升高
可被用于肿瘤患者的诊断。
肺癌分为小细胞肺癌（20％）和非小细胞肺癌
（80％，包括肺腺癌和肺鳞癌）。临床上，CY21-1 常
作为非小细胞肺癌的肿瘤标志物，对非小细胞肺癌
的诊断灵敏度为 40％ ～ 76％，特异性为 87％ ～ 94％，
优于癌胚抗原（carcino-embryonic antigen，CEA）的灵
敏度（18％）［ 3-6］和鳞状上皮细胞癌抗原（squamous
cell carcinoma antigen，SCC-Ag）的灵敏度（31 ％）［7］。
CY21-1与 SCC-Ag、神经元特异性烯醇化酶（neuron-
specific enolase，NSE）与 CEA等肿瘤标志物的联合
检测对肺癌的敏感性可达 97％，特异性为 82％［8］。
另外，CY21-1的含量与肺癌分期、生存率、治疗的有
效性及转移情况等有关，因此 CY21-1还常用于非小
细胞肺癌疗效评价和预后监测［3，6］。
目前，我国大多数三甲医院在临床上使用的
CY21-1诊断试剂主要通过国外进口，且需与大型分
析仪器配套使用，由于其检测价格较昂贵，不利于我
国普及肺癌的早期筛查。国内诊断试剂公司正在研
发 CY21-1诊断试剂，但其关键单抗原料多依赖于
进口，且多是基于 ELISA法开发的产品［9］。虽然化
学发光免疫分析检测技术的原理与 ELISA相似，但
与 ELISA法比较，具有灵敏度高、线性范围宽、分析
速度快等优点，可更好地满足疾病诊断需求［10］。本
研究通过制备灵敏度高、特异性好的抗 CY21-1蛋白
单抗，应用于建立一种可准确定量检测 CY21-1的化
学发光微粒子免疫检测方法（chemiluminescent micro-
particle immunoassay，CMIA），同时验证方法的线性
及灵敏度。
1 材料与方法
1． 1 细胞、菌株及载体 小鼠骨髓瘤细胞株 Sp2 ／ 0-
Ag14（Sp2 ／ 0）由国家传染病诊断试剂与疫苗工程
技术研究中心保存，工程菌 E． coli ER2566 由该中
心制备；载体 pET-28a购自美国 Novagen 公司。
1． 2 校准品及血清 细胞 CK19校准品（含人类细
胞系的抗原成分）购自美国雅培贸易（上海）有限
公司；临床血清标本来自浙江大学医学院附属第一
医院。
1． 3 主要试剂及仪器 PEG1350、次黄嘌呤、胸腺嘧
啶、氨基碟呤、DMSO、HRP及佐剂均购自美国 Sigma
公司；RPMI1640基础培养基购自美国 Gibco公司；
胎牛血清购自美国 Hyclone 公司；硝酸纤维素膜购
美国 MDI 公司；抗体亚型鉴定试剂购自美国 Bio-
Rad公司；Ni2＋ 柱购自美国 GE公司；Abbott CY21-1
CMIA诊断试剂盒购自美国雅培公司；微性磁珠（ma-
gnetic beads，MB）购自厦门万泰凯瑞生物技术有限
公司；吖啶酯（Acridinium ester，AE）购自厦门万泰
凯瑞生物技术有限公司；其他化学试剂均为国产分
析纯。
1． 4 实验动物 SPF级 BALB ／ c小鼠，6 ～ 8周龄，
体重 17 ～ 21 g，购自上海斯莱克实验动物有限公司，
动物合格证号为：SCXK（沪）2011-0003。
1． 5 重组蛋白CY21- （rCY21-1）的表达 通过 RT-
PCR法从人非小细胞肺癌胸水（厦门大学附属中山
医院提供）中扩增 CY21-1基因，送生工生物工程（上
海）股份有限公司测序。将测序正确的基因片段通
过常规方法克隆至载体 pET-28a，构建表达质粒 pET-
28a-CY21-1，于工程菌 E． coli ER2566中进行大量表
达，用 Ni2＋ 亲和层析柱从破壁细菌上清液中纯化出
rCY21-1，经 15％ SDS-PAGE分析蛋白纯度。
1． 6 rCY21-1活性的鉴定 用 Abbott CY21-1 CMIA
诊断试剂盒平行检测 rCY21-1及雅培商品化 CY21-
1 校准品的活性，校准品浓度梯度为 0． 05、0． 18、
0． 73、2． 93、11． 72、46． 88、187． 50、750、3 000 ng ／ mL，
以稀释度为横坐标，化学发光值（RLU）对数为纵坐
标建立线性回归标准曲线。
1． 7 CY21-1单抗的制备取 100μg重组蛋白 rCY21-1，
稀释至 250 μL，与等体积的弗氏完全佐剂混匀，经
小鼠四肢腋下部位皮下多点注射，500 μL ／ 只，共免
疫 5只。初次免疫后第 15和 29天，分别用相同剂
量的重组蛋白加弗氏不完全佐剂进行加强免疫。第
3针免疫后第 14天，采用间接 ELISA法检测小鼠眼
球血清抗体效价。在进行融合前 3 d，以 50 μg重组
蛋白经脾脏注射进行加强免疫。在无菌条件下，收
集小鼠脾脏细胞，按常规杂交瘤技术与 Sp2 ／ 0进行
融合，再经 ELISA检测、细胞克隆化、腹水诱导及纯
化（Protein A 亲和层析），获得抗 CY21-1 单抗。采
用AbD Serotec羊抗鼠分型酶检测单抗的亚型。
1． 8 CY21- 单抗的筛选 采用间接 ELISA法。用
碳酸盐缓冲液（CB，pH 9． 6）稀释 rCY21-1，包被 96
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孔板，100 ng ／ 孔，37 ℃孵育 2 h；用含 2％明胶的磷酸
盐缓冲液（PB，pH 7． 2）于 37 ℃封闭 2 h；弃封闭液，
每孔加入 50 μL杂交瘤细胞上清，37 ℃孵育 30 min；
用 1 × PBST（含 0． 05％ Tween-20的磷酸盐缓冲液）
洗板 5次，加入 HRP标记的羊抗鼠 IgG（1 ∶ 5 000稀
释），37 ℃孵育 30 min；用 1 × PBST洗板 5次，加入
显色液，100 μL ／ 孔，37 ℃孵育 15 min，酶标仪检测
A450值。
1． 9 CY21- CMIA的建立用筛选出来的 CY21-1单
抗分别标记 MB和 AE，平衡至室温，将 50 μL磁珠
标记抗体、25 μL抗原标准品或待测物及 50 μL分
析缓冲液（PBS）依次加入 96孔板，室温孵育 15 min；
置磁力板上静置，使磁珠完全被吸附，用 1 × PBST
洗涤 3次，吸干；将 AE标记抗体按 1 ∶ 100用分析缓
冲液稀释，加入 96孔板，50 μL ／孔，室温孵育 10 min；
置磁力板上静置，使磁珠完全被吸附，用 1 × PBST
洗涤 3次，吸干；加入 1 × PBST，200 μL ／ 孔，混匀，转
移至 2 mL玻璃质发光管中。置磁力架上静置，使磁
珠完全吸附，吸干上清，加入预激发液 A，100 μL ／孔，
再加入激发液 B，100 μL ／ 孔，用化学发光微粒子分
析仪检测发光值 RLU。P ／ N为阳性样品检测平均
值 ／ 阴性样品检测平均值，比值越大，阴阳性区分
度越大。
1． 10 方法的验证
1． 10． 1 线性范围 用建立的方法检测浓度梯度为
0． 045、0． 183、0． 732、2． 930、11． 719、46． 875、187． 5、
750、3 000 ng ／ mL的细胞 CK19校准品，采用四参
数方程模拟曲线 Y ＝（a － d） ／［1 ＋（X ／ c）b］＋ d分
析确定该检测方法的线性范围。
1． 10． 2 灵敏度 将零浓度标准品，即样本稀释液
作为样本，进行重复检查 20次，得出 20次的相对发
光值 RLU。
1． 11 CY21- CMIA与同类试剂盒的比较分别用
美国雅培公司生产的 Abbott CY21-1 CMIA 诊断试
剂盒及本实验建立的 CY21-1 CMIA 对 250 份临床
血清标本进行平行检测，以 Abbott CY21-1 CMIA的
检测结果为横坐标，本实验建立的 CY21-1 CMIA检
测结果为纵坐标进行线性回归分析。
2 结 果
2． 1 目的基因及rCY21-1的鉴定 CY21-1基因 PCR
产物经 1％琼脂糖凝胶电泳鉴定，可见约 500 bp的
目的条带，大小与预期相符，见图 1。测序结果表明，
扩增基因序列正确。纯化的 rCY21-1 经 15％ SDS-
PAGE分析，可见相对分子质量约 25 000的目的蛋
白条带，纯度 ＞ 90％，见图 2。
M：DNA marker DL2000；1：CY21-1基因的 PCR产物。
图 1 CY21-1基因 PCR产物的鉴定
Fig 1． Identification of PCR product of CY21-1 gene
M：蛋白质 marker；1：纯化的 rCY21-1。
图 2 纯化 rCY21-1的 SDS-PAGE鉴定
Fig 2． SDS-PAGE profile of purified rCY21-1
2． 2 rCY21-1的活性鉴定不同稀释度的 rCY21-1与
雅培商品化 CY21-1校准品的 RLU基本一致，线性
方程分别为 y ＝ 0． 928 1 x ＋ 4． 144 1和 y ＝ 0． 751 0 x ＋
5． 078 6，R2分别为 0． 987 1和 0． 936 9，见图 3。表
明制备的 rCY21-1与其天然抗原具有类似抗原性，
可用于制备 rCY21-1单抗。
2． 3 小鼠免疫多抗血清效价 5只小鼠免疫血清效
价达 1 ∶ 105，可用于制备单抗，见图 4。
2． 4 CY21- 单抗的制备 间接 ELISA法筛选出 13
株可稳定分泌 CY21-1抗体的杂交瘤细胞，分别命
名为 3E4、16B11、13E1、2E11、28B8、28C4、3D2、2B11、
21E9、23D5、26B5、14D11和 9D10，均为 IgG1亚类。
2． 5 CY21- CMIA法的建立将 13株抗体分别标
记 MB和 AE，经正交配对筛选得到 3个 P ／ N比值
较大的单抗配对：MB＊26B5-3E4＊AE、MB＊26B5-
28C4＊AE和 MB＊26B5-2B11＊AE。对这 3个配对
bp M 1
2 000
1 000
750
500
250
100
Mr M 1
100 000
55 000
40 000
35 000
25 000
130 000
170 000
70 000
15 000
10 000
525· ·
中国生物制品学杂志 2018年 5月第 31卷第 5期 Chin J Biologicals May 2018，Vol. 31 No. 5
进行初步特异性评价，获得对小量样本检测特异性
最佳单抗配对 MB＊26B5-3E4＊AE，从而建立了
CY21-1 CMIA。
图 3 rCY21-1 与商品化 CY21-1 校准品 Abbott CY21-1
CMIA检测的标准曲线
Fig 3． Standard curves of rCY21-1 and commercial CY21-1
calibrator by using Abbott CY21-1 CMIA
图 4 重组蛋白 rCY21-1免疫小鼠的血清效价
Fig 4． Serum titer of mice immunized with rCY21-1
2． 6 方法的验证
2． 6． 1 线性范围 检测结果显示，CY21-1 CMIA对
浓度介于 0． 1 ～ 1 000 ng ／ mL之间的 CY21-1抗原
有良好的检测线性，四参数方程为 Y ＝（2． 373 ×
106 － 520． 6） ／［1 ＋（X ／ 1 299）－0． 994 8］＋ 520． 6，R2 ＝
0． 992 3，见图 5。
2． 6． 2 灵敏度 稀释样本重复检查 20次的相对 RLU
平均值为 603，标准差（s）为 85，空白限值（x ± 2 s）
为 773，确定该单抗配对的灵敏度为 0． 076 ng ／ mL。
2． 7 CY21- CMIA与同类试剂盒的比较美国雅培
公司的 Abbott CY21-1 CMIA 诊断试剂盒及本研究
建立的 CY21-1 CMIA平行检测 250 份临床血清标
本的结果经线性回归分析显示，两者检测结果基本
一致，线性回归方程为 y ＝ 0． 980 9 x ＋ 0． 132 1，R2 ＝
0． 961 6，具有良好的相关性，见图 6。
图 5 CY21-1 CMIA检测 CY21-1标准品的标准曲线
Fig 5． Calibration curve of CY21-1 CMIA for CY21-1
calibrator
图 6 本实验建立的 CY21-1 CMIA与 Abbott CY21-1 CMIA
对临床标本的检测相关性
Fig 6． Relationship between determination results by deve-
loped CY21-1 CMIA and by Abbott CY21-1 CMIA
3 讨 论
肺癌是全球最为常见的恶性肿瘤之一，其发病
率和病死率均居各大癌症首位［11］。由于早期常无
特殊临床表现，80％的肺癌患者就诊时已属于中晚
期，导致难以治疗，致使生存率较低。临床上如能
早期诊断肺癌，治愈率即可得到显著提升，早期肺癌
（ⅠA期）的 5年生存率可超过 70％［12］。CY21-1在
临床上多用于非小细胞肺的诊断，目前国内现有的
CY21-1的临床诊断试剂多为 ELISA法［9］，该方法存
在灵敏度较低和定量效果较差等问题，与国外雅培
等基于化学发光原理的 CY21-1免疫诊断试剂盒相
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比仍存在一定差距。免疫化学发光法以其灵敏度
高、测量线性范围宽和稳定性好等优点已逐渐占据
了诊断试剂的主流市场，并已应用于许多疾病的检
测［ 13-14］，但国产 CY21-1 的化学发光免疫检测试剂
相关研究仍罕见报道。
本研究利用原核表达法获得了纯度较高的模
拟天然抗原性质的 rCY21-1，经免疫小鼠后，筛选
出两株适合建立化学发光免疫检测方法的 CY21-1
单抗 26B5和 3E4，该单抗配对的研制为建立国产化
CY21-1诊断试剂提供了关键的活性原料，有利于促
进我国诊断试剂公司实现 CY21-1诊断试剂的国产
化。本研究结果证实，单抗 26B5作为包被抗体与微
性磁珠结合，而单抗 3E4作为标记抗体与 AE结合，
两者组成的抗体配对 MB＊26B5-3E4＊AE 所建立
的 CY21-1 CMIA具有最佳的检测性能，其检测分析
灵敏度为 0． 076 ng ／ mL，与雅培商品化定量试剂相
当（≤ 0． 1 ng ／ mL）。美国雅培公司生产的 Abbott
CY21-1 CMIA是一种已通过美国 FDA和中国CFDA
认证的 CY21-1商品化定量试剂盒，在对临床血清样
本的检测中，本实验制备的试剂与雅培商品化定量
试剂的检测结果也具有良好的可比性（R2 ＞ 0． 96），
表明本研究建立的 CY21-1 CMIA 可满足建立商品
化 CY21-1诊断试剂盒的需求，为我国肺癌患者的早
期诊断及临床研究奠定了基础。
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